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Abstract

Background: gentamicin is an antibiotic that acts in Gram-negative bacilli infections, having as a side
effect ototoxicity. Ototoxicity is an iatrogenic disturb provoked by drugs that modify the internal ear,
affecting the cochlear and/or vestibular system and causing alterations in two important functions:
equilibrium and audition. The main pediatric groupsthat receive aminoglicosides antibiotics are newborns
who present serious infections in Neonate intensive care units. Aim: to verify the occurrence of external
cilliary cells (ECC) caused by gentamicin with single dose schemas of 4mg/kg/day and 2,5mg/kg/day every
12 hours, through a morphologica - scanning electronic microscopy (SEM) and functiona - distortion
product otoacoustic emissions (DPOAE) experimental study. M ethod: 26 al bino guineapigswere evaluated
through DPOAE pre and post gentamicin treatment. The guinea pigs were sacrificed in the programmed
time after the intramuscular administration of the drugs for anatomic analysis using MEV. Results: the
evaluation of the functional state of the ECC indicated preservation of the DPOAE in all of the guinea
pigs. The SEM results, after being photographed were analyzed in terms of the number of the ECC in the
cochlear basal turn in a specific photographic field. Conclusion: lesions or dterations in the functioning
of the ECC of albino guinea-pigs after the use of 4mg/Kg/day and 2,5mg/Kg/day every 12 hours for a
period 10 and 14 days were not observed.

Key Words: Gentamicin; Electronic Microscopy; Ototoxicity.

Resumo

Tema: agentamicina € um antibidtico que atua nas infecgBes causadas por bacilos Gram-negativos. Seu
efeito colateral maisimportante € a ototoxicidade. As ototoxicoses sdo af eccles iatrogénicas provocadas
por farmacos que alteram a orelha interna, podendo afetar o sistema coclear e/ou vestibular, alterando
duasfungdesimportantes: aaudi¢ao e o equilibrio. Os principais grupos pedi atricos que recebem antibi 6ticos
aminoglicosideos sdo recém-nascidos com infecgOes graves na UTI neonatal. Objetivos: verificar a
ocorrénciadelesdo as células ciliadas externas (CCE) pelagentamicinacom os esguemas de dose Unicade
4mg/Kg/dia e de 2,5mg/Kg/dia a cada 12 horas, por meio de um estudo anatémico por microscopia
eletronica de varredura (MEV) e estudo funcional através das emissdes otoacUsticas por produto de
distorcéo (OEAPD). Formade estudo experimental. Método: foram avaliadas 26 cobaias albinas através
das EOAPD pré e pos-tratamento com gentamicina. Para a avaliago anatdbmica por MEV, as cobaias
foram sacrificadas em tempo programado ap6s aadministracéo das drogas viaintramuscular. Resultados:
a avaliacdo do estado funcional das CCE mostrou preservagdo das OEAPD em todas as cobaias. Os
resultados da MEV, depois de fotografados foram analisados através da contagem do nimero de CCE da
espira basal da coclea em determinado campo fotografico. Conclusdo: ndo foram observadas |esbes ou
ateragBes no funcionamento das células ciliadas externas mediante a dosagem aplicada em cobaias
abinas, de 4mg/K g/dia (dose Unica) e 2,5mg/Kg/diaacada 12 horas, utilizadas por 10 e 14 dias.
Palavras-Chave: Gentamicina; Microscopia Eletronica de Varredura; Ototoxicidade.
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Introducéo

A deficiénciaauditivatem sido consideradauma
doenca severamente incapacitante, em virtude do
papel da audicdo na comunicacdo humana. Uma
das causas dadeficiénciaauditivaé o uso dedrogas
ototoxicash.

A gentamicina é um antibiotico de agdo
bactericida que atua principa mente nas infeccdes
causadas por bacilos Gram-negativos. E o primeiro
aminoglicosideo de escolha pelo baixo custo e por
ser ativo na maioria dos bacilos Gram-negativos
aerdbicos resistentes®. Seu efeito colateral mais
importante é a ototoxicidade, que ocorre em 2%
das pessoas, representando potencial gravidade
para as funcdes auditivas e vestibulares®.

Ototoxicoses sdo afeccdes iatrogénicas
provocadas por farmacos que alteram a orelha
interna. E diagnosticada quando ha perda auditiva
neurossensorial maior que 25dB em uma ou mais
freqiiéncias naaudiometriatona limiar, entre250 e
8000Hz e/ou quando ocorrem manifestacdes
vestibulares como vertigem ou desequilibrio #5.

Os principais grupos pediatricos que recebem
anti bi 6ti cos aminoglicosideos so recém-nascidos
com infeccOes graves tratados em unidade de
terapiaintensiva(UTI) neonatal®.

A perda auditiva bilateral apresenta elevada
incidéncia, ocorrendo em trés para cada 1.000
nascidos vivos, e de dois a quatro para cada 100
recém-nascidos egressos de UT| neonatal®.

Tendo em vista que as alteracdes auditivas
causadas pela utilizacdo da gentamicina causam
danos irreversiveis as células ciliadas externas
(CCE), éimportante amonitorizagdo daaudicdo em
pacientes usudérios dessa droga, para determinar o
inicio e a progressao da ototoxicidade, com
possibilidade de prevencdo ou reducdo de sua
severidade, e, quando instalada a perda auditiva,
possibilitar a reabilitacdo auditiva com adaptacdo
pelo aparelho de amplificacdo sonora4’.

Estudos experimentais com animais séo
importantes para o desenvolvimento daciéncia, de
novas drogas, no aprimoramento do conhecimento
dos mecanismos fisiopatol égicos de doengas, para
empreender ensaios terapéuticos com novos
farmacos, estudar marcadores bioldgicos e avaliar
técnicas com perspectivas de aplicabilidade na
espécie humana®. No caso dagentamicina, permitem
aaguisi¢ao de conhecimento abrangente sobre seus
possiveis efeitos ototdxicos em aspectos
especificos obtidos por imagens de microscopia
eletrénicadevarredura(MEV) sobre as CCE, bem
como umaandlise do seu estado funcional, medido
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pelas emissBes otoacUsticas por produtos de
distorcdo (EOAPD), fornecendo subsidios que
possam explicar aos achados clinicos apresentados
por humanos expostos a regimes de tratamentos
com este antibi6tico®.

As emissdes otoacusticas (EOA), detectadas
no conduto auditivo externo medem o feedback da
energia biomecénica na contracdo das CCE, que
amplifica o pico da"onda vigjante" na membrana
basilar e tém aplicacdo clinica na avaliagdo da
integridade auditiva, refletindo afuncionalidade das
CCE, sendo o Unico meio ndo invasivo de
investigacao coclear objetivot.

A utilizag8o da gentamicina em UTI neonatal
tem sido recomendada em esquemas de dose Unica
de 4 mg/Kg/dia em substituicdo ao esquema
tradicional de 2,5 mg/Kg/diaacada 12 horas'*23,

Assume importancia efetiva a verificagdo dos
possiveis efeitos ototOxicos da gentamicina em
modelos experimentais animais, como tem sido
adotado e pesquisado por outros autores®10%4,

A redlizacdo deste trabalho justifica-se pela
importancia de pesquisas que contribuam paraum
conhecimento mais aprofundado deste tema,
possibilitando aos profissionais da salide a adogdo
de procedimentos que busguem a manutencdo da
integridade auditiva paraumamelhor qualidade de
vida

O objetivo desta pesquisa foi verificar a
ocorrénciadelesdo as CCE pelagentamicinacom os
esquemas de dose Unicade 4mg/K g/diae de 2,5mg/
Kg/dia a cada 12 horas, por meio de um estudo
anatdbmico por MEV e estudo funcional através das
EOAPD, testando as seguintes hipoteses:

1. Existem lesBes anatémicas ou danos funcionais
causados pela aplicagdo intramuscular de
gentamicina as CCE da cAclea de cobaias albinas
expostas a dose de 4mg/Kg/dia (dose Unica)
utilizadapor 10 e 14 dias.

2. Existem lesBes anatdmicas ou danos funcionais
causados pela aplicagdo intramuscular de
gentamicina as CCE da cAclea de cobaias albinas
expostas a dose de 2,5mg/Kg/diaa cada 12 horas,
utilizadapor 10 e 14 dias.

Método

Neste estudo, foi escolhido como animal
experimental cobaias albinas com quatro mesesde
idade, pelofacil manejo, pelafacilidade de disseccao
coclear, manipulacdo para vias de infusdo das
drogas anestésicas e da droga em experimentacao
pelaviaintramuscular®,

Baggio et al.
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Com a cobaia pode-se manter adequados
cuidados, seguindo as diretrizes baseadas no guia
para os cuidados e uso de animais de laboratorio
do Institute of Laboratory Animal Resources,
comission on life sciences, National Research
Council, National Academy Press, Washington,
DC. (1996)%. Este estudo foi aprovado pelo Comité
de Eticaem Experimentacio Animal (CETEA) da
FMRP-USP sob o protocol o 073/2007. Osanimais
foram selecionados através da pesquisa do reflexo
de Preyer e mantidos no biotério da Cirurgia
Experimentd do Departamento de CirurgiadaFMRP
- USSP,

Utilizaram-se 26 cobaias albinasfémeas (Cavia
porcellus) pesando entre 400 e 500 gramas. As
cobaias foram submetidas a uma triagem auditiva
por EAOPD em cabina com isolamento acUstico e
sob anestesia com Ketamina (65 mg/Kg). Aquelas
que apresentaram EOAPD presentes foram
consideradas para o experimento.

Ascobaiasforam divididas em cinco gruposde
estudo - Grupo 1: grupo "Sham" - 2 animais - 4
cocleas - soro fisiolégico por 14 dias; Grupo 2: 6
animais- 12 cocleas - gentamicina4mg/Kg/diaem
dose Unica por 10 dias; Grupo 3: 6 animais - 12
cocleas - gentamicina 4mg/kg/dia em dose Unica
por 14 dias; Grupo 4: 6 animais - 12 cocleas -
gentamicina 2,5mg/K g/dia a cada 12 horas por 10
dias; Grupo 5: 6 animais- 12 cdcleas- gentamicina
2,5mg/Kg/diaacadal? horaspor 14 dias.

O teste de EOAPD foi realizado pré e pos-
tratamento, ou segja, momentos antes dos animais
serem sacrificados, seguindo arelacdo defreqliéncia
2F1 - F2 com relagdo F1: F2 = 1,22, resolucédo 2
pontos por oitava. O equipamento utilizado foi: ILO
92 CAE System OtodynamicsLTD.

AsSEOAPD foram consideradas como presentes
eausentesapartir de 1,5kHz, pois asdimensdesdo
conduto auditivo externo dacobaiafazem com que
haja uma dificul dade de deteccdo das EOA abaixo
destafreqiiéncia, obtendo respostas que coincidem
com as respostas do ruido.

Foram consideradas como mais importante as
EOA nas frequéncias agudas que avaliam a
funcionalidade das CCE na espira basal dacéclea.

Paraaavaiaco anatdbmicapor MEV, ascobaias
foram sacrificadas pel o método de decapitagdo em
tempo programado apds a administragcdo das
drogasviaintramuscular.

As cobaias foram anestesiadas com cloridrato
de cetamina (Ketamin® 50mg/ml, Laboratério
Cristalia,) 40mg/kg e xilazina (Dopaser® 20mg/
ml, Laboratério Calier do Brasil,) 10mg/kg.

Seus 0ssos temporais contendo as bulas
timpéni cas foram rapi damente removidos e abertos
paraaexposi ¢ao dacdclea. Utilizou-seumatesoura
de dissecc¢do, que foi colocada na coluna cervical
posteriormente fazendo-se um corte no crénio no
sentido longitudinal mediano estendendo-se as
orelhas. Depois, usando as méos, tendo o conduto
auditivo externo como orientacdo, a bula foi
localizada com os polegares e foi separada das
outras estruturas.

A bulafoi aberta segurando-a com uma das
maos e com uma pinga hemostaticafoi realizada
uma abertura no sinus aéreo posterior
(mastoide) seguindo pela sua saliéncia até a
ponta do rochedo. Em seguida, posicionando a
pingano conduto auditivo externo e sinus aéreo
anterior, num s6 movimento foi quebrada e
levantada toda parte éssea da bula expondo a
coclea

O material foi fixado injetando-se glutaraldeido
3%, através de umaaberturafeitano dpicedacdclea
e dajanela redonda e permaneceram em imersdo
por 4 horasa4°C. Apos, foi lavado véariasvezesem
solugdo tampéo fosfato 0,1M e submetido a
microdisseccdo para exposicdo das espiras
cocleares.

Posteriormente, as cdcleas foram refixadas em
solucdo de tetroxido de ésmio a 1% em tampéo
fosfato 0,1M por 2 horasa4°C, e, lavadasem tampéo
fosfato 0,1M epH de 7,3.

Apos, feita a desidratagcao das estruturas
através de banhos de etanol em concentragdes
crescentesde 50, 70, 90 e 95%, durante cercade 10
minutos cada, utilizou-se o etanol 100% em trés
banhos de 20 minutos cada, deixando-se no Ultimo
banho as estruturasimersas atemperaturaambiente
por 12 horas.

A é&gua ainda presente no material apds a
desidratac&o foi removida no processo de
secagem, realizado pelo método do ponto critico
com didxido de carbono (CO,) liquido. A amostra
contidaem um reci piente adequado foi transferida
para a cAmara de secagem do aparelho de ponto
critico (BAL-TEC-CPD 030 - Critical Point Dryer)
onde, através de sucessivos banhos com CO2
liquido a4°C, o etanol foi eliminado.

Logo, o materia foi submetido a um aumento
da temperatura até 40°C para que o CO, passasse
do estado liquido para o estado gasoso, o0 que
acontecea31°C.

Com o material seco realizou-seamontagem das
cOcleas em porta-espécime cilindrico (stubs)
metdlico com pasta condutiva de carbono.
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Os materiais biol6gicos sdo maus condutores ~ FIGURA 1. Espira basal da cdclea de uma das cobaias tratadas com gentamicina
deeletricidade, endo podem ser observadosaMEY, 4 My/Kg/dia por 10 dias - pés tratamento.
devendo ser transformados em materiais
€letricamente condutivos. Paracobrir este material
utiliza-se umafinacamadade ouro aplicado com o
vaporizador (BAL-TEC SCD 050 - Sputter Coater).

Para visualizacdo do material utilizou-se o
Microscépio Eletrénico Jeol Scanning Microscope
- JSM 5200.

Osresultados daMEYV, depois de fotografados
foram analisados através da contagem do nimero
de CCE daespirabasal dacdcleaem determinado
campo fotogréfico.

Resultados i SoEm B1199E

Foi desconsiderado o é&pice para avaliagdo
anatbmica por se tratar de uma regido da coclea
responsavel pelos sons graves, e por mostrar um
padréo habitual de desarranjo, mesmo em cobaias FIGURA 2. _Espi rabasal da coclea de cobaia tratada com 4 mg/Kg/dia por 14 dias
que ndo foram submetidas & les30 por ototoxicos. de gentamicina, com presenca de CCE em todas as fileiras.

A avaliacdo do estado funcional das CCE
estudadas pelas EOAPD mostrou preservagéo da
resposta em todas as cobaias de todos os grupos.

Com relacdo a dose de gentamicina utilizada,
4mg/Kg/dia por 10 dias consecutivos (grupo 2),
observamos a MEV a presenca de CCE na espira
basal, espira2 (E2), espira3 (E3) dacdclea, sendo
estas presentes em todas asfileiras (Figura 1).

No grupo tratado com 4mg/Kg/dia por 14 dias
(grupo 3), todas as CCE estavam presentesem todas
asfileiras e em todas as espiras (Figura 2).

No grupo tratado com gentamicina 2,5mg/Kg/
dia a cada 12 horas por 10 dias, observou-se a “Serm eizeze
presenca de todas as CCE na espira basal e sem
distor¢do dos cilios. (Figura 3A). O grupo tratado
comgentamicina2,5mg/Kg/diaacada12 horas, ndo
apresentou alteracdo das CCE em nenhuma das
espiras apos o tratamento por 14 dias (Figura3 B).

FIGURA 3. (A) MEV da céclea de uma das cobaias tratadas com gentamicina 2,5
mg/Kg/dia a cada 12 horas por 10 dias consecutivos. (B) Espira basal da coclea do
grupo tratado com gentamicina 2,5 mg/Kg/dia a cada 12 horas por 14 dias.
Discusséo

Decidiu-se estudar os efeitos da gentamicina
nas CCE de caobaias albinas, pois outros estudos
afirmaram que dentre os antibiéticos
aminoglicosideos, por suas agfes contra muitas
espécies de bactérias, a gentamicina é o mais
utilizado em neonatos*>*,

A MEV é um método bastante utilizado em
estudos da ototoxicidade, pois permite um estudo
minucioso do érgédo de Corti normal e alterado, no
nivel daorelhainterna®®.

Em fase aguda a ototoxicidade requer atencéo i
paraaocorrénciadelesdo coclear quelevaaperda - = e
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auditiva neurossensorial irreversivel>. Porém,
observou-se a auséncia dos efeitos ototoxicos
como perdade funcgéo coclear, nas doses estudadas
em regimes de tratamento de 10 a 14 dias para a
gentamicina.

Neste estudo considerou-se o uso da
gentamicina nas dosagens utilizadas em UTI
neonatal e extrapoladas a cobaia para que tornasse
possivel avaliar a seguranga no emprego desse
medicamento, alicercando-se como referencia para
0s possiveis efeitos ototdxicos sobre o uso
terapéutico e a agéo de drogas em seres humanos,
principalmente em neonatos®.

No entanto, ao se estudar os efeitos ototGxicosem
animais experimentais para avaliar técnicas com
perspectivas de aplicabilidade na espécie humana, foi
possivel avangcar em achados significativos,
principalmente microscopicos, ndo considerando
outras variaveis a utilizaggo de diferentes doses™* 8,

A associagao com outras drogas potencial mente
ototdxicas, principalmente os diuréticos de alca
(&cido etacrinico) potencializam osefeitos ototoxicos
dos aminoglicosideos?®>%. Acredita-se que 0s
aminoglicosideos atuem nas membranas celulares
daorelhainterna aumentando a sua permesbilidade
efacilitando aentradaetoxicidade destes diuréticos.
Em nosso estudo, o fato de ndo termos utilizado
outras drogas associadas a gentamicina poderia
justificar aausénciade lesdes as CCE.

Os danos a orelha interna ocorrem
predominantemente na espira basal, seguindo paraa
apical com comprometimento maior aprimeirafileira
de CCE, com posterior extensdo para as CCl, edtria
vascular, ligamento espird emembranade Reissner®?,
No presente experimento, embora utilizando
aminoglicosidens, ndo encontramos| esfio em qua quer
dasespirasoufileiras de CCE observadasaMEV.

Aminoglicosideos aplicados em doses acimade
100mg/K g alteram a permeabilidade damembrana
das CCE, comprometendo a sintese de proteinas,
DNA, RNA, metabolismo mitocondrial, transporte
ibnico, sintese de prostaglandinas,
mucopolissacarideos, lipideos e gangliosideos™.

Em um estudo experimental em cobaiasalbinas
submetidas adoses €l evadas de gentamicina 120mg/
Kg/dia, resultou numaperdaauditivade 10 a40dB
em 3kHz ede 50 a70dB em 18kHz, realizando sua

avaliagdo ap0s quatro semanas de administracdo
dadroga*. AtravésdaMEV, detectaram perdatotal
de CCE naespirabasal dacdcleacom preservacao
dasCCl.

Uma dose baixa de gentamicina de 10mg/Kg/
diapor trinta dias consecutivos mantém aestrutura
anatdmicadas CCE e CCl esuafuncionalidade, sem
aterar as EOAPD®*%. N&o foi observada lesdo
histolégica ou funcional, medida pelas EOAPD
causadas pelo uso da gentamicina no periodo de
10 e 14 dias nas dosagens de 4mg/kg/dia e 2,5mg/
kg/dia a cada 12h, o que esta de acordo com os
achados cientificos de outros autores para baixas
doses de gentamicina.

A verificagdo dafuncdo auditivaem presencade
antibioticoterapia esta em concordancia com a
preocupacdo j& existente quanto ao monitoramento
auditivo como parte integrante do protocolo de
atendimento aos individuos expostos a agentes
ototoxicos'. Corrobora com estudos que apontam a
deficiéncia auditiva como doenca severamente
incapacitante e que o uso de drogas ototdxicas pode
causar perda auditiva, vindo ao encontro da
judtificativaque preconizou aredizacéo deste estudo,
além do que, ao estabelecer o nivel de segurancano
uso terapéutico da gentamicina pode-se prever
guanto a perda auditiva neurossensorial 14,

Confrontando-se os resultados obtidos pela
MEV com os achados funcionais das EOA, foram
obtidos dados conclusivos para a auséncia de
danos celulares em nivel auditivo periférico.

Taisachados podem explicar aausénciadelesio
das CCE decorrentes da administracdo de doses de
gentamicina utilizadasem UTI neonatal (4 a5 mg/
Kg/dia por 10 a 14 dias consecutivos),
desconsiderando-se outros fatores de risco para a
surdez neonatal e sua utilizagdo concomitante a
outras drogas potencia mente ototoxicas.

Concluséao

N&o foram observadas lesdes ou alteracfes
funcionais das CCE da cAclea de cobaias abinas
expostas as doses de 4mg/Kg/dia (dose Unica) e
2,5mg/Kg/dia a cada 12 horas de gentamicina
intramuscular, utilizadaspor 10 e 14 dias.
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